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研究成果の概要（和文）：本計画研究班の研究目的は、生体分子10要素以下の少数要素で構成され、望みの動的挙動を
実現するための人工遺伝子回路を生体内（in vivo）に構築することである。そのため、①安定動作する遺伝子トグル
スイッチの構築、②遺伝子トグルスイッチの応用研究、③センサータンパク質の改良、④クオラムセンシングの再構成
と改良を行った。特に回路の設計および結果の解析については、コンピュータシミュレーションも利用した。これら研
究を通じて、最終的には、⑤細胞密度・栄養源・生産物などを感知し、自ら制御を行い、物質を生産する「自律制御物
質生産微生物」を構築した。

研究成果の概要（英文）：The goal of this research project is to construct the synthetic genetic circuit 
which realizes a desired dynamic behavior. This circuit is composed of 10 or less biological molecular 
parts. In order to reach this goal, we accomplished 1) construction of genetic toggle switch operating 
with high stability, 2) application of genetic toggle switch, 3) modification of sensor proteins, 4) 
reconstruction and modification of quorum sensing system. We used not only molecular biology but also 
mathematical analysis for the system design of the synthetic genetic circuit. Through these researches, 
at last, we succeeded to construct “target product producing microorganism autonomously controlled” 
which could sense cell number and change intracellular metabolite distribution suitable for from cell 
growth to production according to cell number and produce 3 times more target product than the control 
strain.

研究分野：合成生物学

キーワード： 合成生物学　シミュレーション　トグルスイッチ　人工遺伝子回路　合成代謝経路　2成分制御系　クオ
ラムセンシング
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１．研究開始当初の背景 
合成生物学の具体的なゴールは、サイエン
スの分野では、特定の生命現象を、同定済み
の生体分子を利用して再構築し、詳細に解析
する「人工遺伝子回路」の構築や、少数遺伝
子の破壊や過剰発現といった従来手法とは
異なる人為的な変化を生体分子ネットワー
クに加えることで未知の相互作用を理解す
ることだと考えている。また、エンジニアリ
ングの分野では、環境をセンシングし、自ら
最適な制御を自律的に行う細胞をつくるこ
とであると考えている。いずれのゴールにも、
刺激に応答し、時間経過にともない望みの遺
伝子に望みの発現軌跡をたどらせる必要が
ある。しかし、この様な「動的（時間経過で
変動する）な遺伝子発現のコントロール」の
ためには、環境をモニターする仕組み、複数
種類の mRNAやタンパク質の合成･分解速度、
それら複数要素によるレギュレーションな
どが複雑に絡み合うことから、多くの困難が
伴う。この様な状況から、研究開始当初のみ
ならず現在でも、世界的に見て、上記のよう
な合成生物学の研究においては、小規模な人
工遺伝子回路および特的の物質を生産する
ための合成代謝経路についての報告がある
のみである。 

 
２．研究の目的 
 この様な背景に基づいて、本計画研究班の
研究目的は、生体分子 10 要素以下の少数要
素で構成され、望みの動的挙動を実現するた
めの人工遺伝子回路を生体内（in vivo）に構
築することとした。具体的には、①安定動作
する遺伝子トグルスイッチの構築、②遺伝子
トグルスイッチの応用研究、③センサータン
パク質の改良、④クオラムセンシングの再構
成と改良を行う。これらの研究には、分子生
物学、培養工学による実験のみならず、特に
回路の設計および結果の解析については、コ
ンピュータシミュレーションを利用する。ま
た、①から④の研究を通じて、最終的には、
⑤細胞密度・栄養源・生産物などを感知し、
自ら制御を行い、物質を生産する「自律制御
物質生産微生物」を構築する。この他に、⑥
同じ領域内の公募研究班および計画研究班
との共同研究を進める。 
 
３．研究の方法 
①安定動作する遺伝子トグルスイッチ 
我々は、すでに、恒常的に発現するリプレ
ッサーLacI によって発現抑制された pLlacO1
プロモーターの下流に，pLtetO1 プロモータ
ーのリプレッサーである tetRを挿入した遺伝
子トグルスイッチを作成しており、pLlacO1
あるは pLtetO1 の下流にレポーター遺伝子
gfpmut3.1を導入することで、その動作を確認
済みである。しかし、誘導剤 IPTG 添加によ
って、pLtetO1 下流のレポーターの生産は速
やかに停止（OFF）するが、pLlacO1 下流の
レポーターの生産は一時的に行われる（ON） 

ものの、すぐに生産量が低下した。このこと
が、この遺伝子トグルスイッチの応用研究に
大きな問題となっていたため、この遺伝子ト
グルスイッチの改良を試みた。 
 
②遺伝子トグルスイッチの応用研究 
①の研究で構築した遺伝子トグルスイッ
チを、バイオプラスチック材料として注目さ
れているイソプロパノールを生産する大腸
菌の代謝制御に応用することとした。大腸菌
によるイソプロパノール生産では、大腸菌内
のアセチル CoAを消費して、4つの外来酵素
遺伝子からなる合成代謝経路により、生産が
行われる。アセチル CoAは、細胞増殖で重要
な TCA サイクルで消費される中間代謝物で
あるが、細胞増殖後でも大量に TCA サイク
ルで消費される。つまり、TCAサイクルとイ
ソプロパノール生産合成代謝経路では、アセ
チル CoAを奪い合う競合関係にある。アセチ
ルCoAは、クエン酸シンターゼによって TCA
サイクルに取り込まれているため、大腸菌の
クエン酸シンターゼ遺伝子(gltA)をノックア
ウトすれば、アセチル CoAのほとんどはイソ
プロパノールの生産に利用され、大腸菌一つ
あたりのイソプロパノールの生産量を増や
すことができる。しかし、この場合、TCAサ
イクルが停止するため、菌体増殖することが
できず、結果的に生産量は低くなってしまう。
このため、gltA ノックアウト大腸菌に、
pLtetO1 下流に gltAに導入した遺伝子トグル
スイッチと pLlacO1で発現制御したイソプロ
パノール生産合成代謝経路を導入すること
とした（下図）。この株は、IPTG添加前は gltA
が発現することで菌体増殖し、十分な細胞増
殖下後に IPTG を添加すれば、gltAの発現が
抑制され TCAサイクルでのアセチル CoAの
消費も抑制されることとなる。結果として、
発現したイソプロパノール合成代謝経路遺
伝子によるイソプロパノール生産量の向上
が期待できる。 
 

 
③センサータンパク質の改良 
大腸菌において遺伝子発現を光の波長に
よって人為的にON/OFFできるスイッチを開
発するため、シアノバクテリア (Nostoc 
punctiforme)由来の 2 成分制御系 CcaS/CcaR、
および CcaS に結合する発色団フィコシアノ
ビリンを大腸菌内に発現させる。この大腸菌
に、レスポンスレギュレーターCcaR の転写
活性によって活性化するプロモーターを用
いることで、緑色光下で ON、赤色光下で OFF
となる光応答性の大腸菌の構築が期待でき
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る。さらに、大腸菌由来のヒスチジンキナー
ゼに光応答性を付与することを目指して、各
種キメラヒスチジンキナーゼを作成した。 
 
④クオラムセンシングの再構成と改良 
 菌体密度を感知して、自律的な制御を行う
大腸菌を構築するため、クオラムセンシング
(QS)機構の再構成と改良を行った。QS は、
微生物が互いの菌体密度を感知して相互に
遺伝子発現を制御し合うシステムである。
我々は、最も研究された QS の 1 つである
Vibrio fesheri由来の Luxシステムを大腸菌内
で再構成することとした。Luxシステムでは、
LuxI によって合成させる自己誘導剤アシル
モホセリンラクトン（AHL）が細胞間を拡散
し、転写調節因子 LuxR と結合する。この
AHL-LuxR複合体が pluxプロモーターを活性
化することで、下流の遺伝子発現が誘導され
る。培養液中の AHL 濃度は菌体増殖にとも
なって増加し、その濃度がある閾値に達する
と特定遺伝子が発現する。AHL合成遺伝子で
ある luxIは pluxプロモーター制御下にあり、
ポジティブフィードバックでその発現が促
進される。ただし、Lux システムを大腸菌内
に構築しただけでは、非常に低く、決まった
菌体密度でしか動作しない回路となること
が知られており、物質生産で利用される高密
度菌体では利用できない。そこで、QS によ
り遺伝子発現が誘導される菌体密度（閾値菌
体密度）をもっと高い菌体密度で、しかも、
閾値を変更可能とするために、pluxプロモー
ターの両端に lacO 配列を導入した pluxlacO
プロモーターを考案し、AHL-LuxR複合体に
よるプロモーターへの結合を LacI リプレッ
サーによる立体障害により制限することと
した。この改良 Lux システム（下図）では，
培養開始時に異なる濃度の IPTG を添加する
ことで、pluxlacOプロモーター活性およびそ
の制御下にある AHL 合成の速度が変化する
ため、閾値菌体密度を自由に調整可能な菌体
密度センサーとして機能すると期待された。 
 

 
⑤自律制御物質生産微生物の構築 
 ②で構築した、遺伝子トグルスイッチによ
るイソプロパノール生産大腸菌の生産量向
上に関する研究では、IPTG の添加タイミン
グにより、菌体増殖およびイソプロパノール
生産量が大きく異なる。これは、IPTG 添加

が早いと TCAサイクルが培養初期で停止し、
十分な菌体増殖が得られないために、イソプ
ロパノールの生産量が低くなり、逆に、添加
が遅いと、十分な菌体増殖は得られるものの、
その後も TCAサイクルでアセチル CoAが消
費されるため、イソプロパノールの生産量が
低くなるためである。菌体が自らの菌体密度
を感知し、適切なタイミングで遺伝子トグル
スイッチを自ら制御し、生産量を最大化する
ような菌体を作成するため、②で構築した遺
伝子トグルスイッチに、④で構築した改良
Luxシステムを融合させた（下図）。 
 

 
⑥同じ領域内の計画研究、公募研究との共同
研究 
領域内の 10以上のグループと議論をして、
共同研究を進めた。特に、伊庭班が開発した
解析ソフトで安定動作する振動回路をコン
ピュータに自動設計させ、我々が人工遺伝子
回路を生体内に作成し、Rondelez班が作成し
た微小流体リアクターを利用して菌体の培
養を行い、人工遺伝子回路の動作を内田班が
作成した画像解析ソフトによって解析する
研究を進めた。 

 
４．研究成果 
①安定動作する遺伝子トグルスイッチ 
構築済みの遺伝子トグルスイッチを改良
するため、時系列的に詳細な解析を行った。
その結果、レポーターとして利用している
GFPmut3.1 に、多量体形成による大腸菌への
毒性が予想された。また、これを支持する報
告もあったため、多量体形成に関するアミノ
酸配列に変異を加えた yemGFPを利用したと
ころ、10時間以上、遺伝子発現が維持される
ことがわかった。また、遺伝子トグルスイッ
チに関する基礎データを収集し、数理解析を
行っている。 
 
②遺伝子トグルスイッチの応用研究 
 gltA破壊株に、gltAを導入した遺伝子トグ
ルスイッチ組み込み、gltA制御株を作成した
ところ、この株は IPTG 非存在下では野生株
と同等の生育を示した。また、対数増殖期中
期（培養開始後 9h）に IPTGを添加したとこ
ろ、速やかにクエン酸シンターゼ活性が低下
し、最終的に野生株と比較して 93%以上の活
性の低下が認められた。この際、TCAサイク
ル前半の代謝物であるクエン酸および α-ケ
トグルタル酸濃度は野生株と比較して 96%
以上低下し、細胞内のアセチル CoA 濃度は
3.2 倍に向上した。このように、遺伝子トグ
ルスイッチを用いることで菌体増殖に重要
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な代謝経路を培養の任意のタイミングで遮
断し、物質生産の起点となる目的の中間代謝
物濃度を向上させることができた。 
 TCA サイクルの遮断により増加した細胞
内アセチル CoA を実際の物資生産に利用す
るため、イソプロパノール生産合成代謝経路
を gltA制御株に導入した。この回路では，グ
ルコースからアセチル CoAを経て TCAサイ
クルに流れる代謝物の流れ（代謝流束）を、
IPTG 添加により，イソプロパノール生産合
成代謝経路への代謝流束に転換することが
可能となる。この株を代謝トグルスイッチ株
とした。代謝トグルスイッチ株では、前述の
ように、IPTG 添加タイミングによって、菌
体増殖およびイソプロパノール生産量が大
きく異なると考えられたので、さまざまなタ
イミングで IPTG を添加し、イソプロパノー
ル生産量を比較した（下表）。培養開始直後
に IPTG を添加した場合では，著しい菌体増
殖の低下が見られたものの、最終的なイソプ
ロパノール生産量はコントロール株の 3.3 倍
まで向上した。菌体増殖の低下を招かず、最
適なタイミング（OD600=～1.6）で TCAサイ
クルを停止した場合では、イソプロパノール
生産量はコントロール株（大腸菌にイソプロ
パノール生産合成代謝経路を導入した株）の
3.7倍、対グルコース収率は 3.1倍まで向上し
た。このように、代謝トグルスイッチによる
代謝流束制御は、十分な菌体密度を担保しな
がら中央代謝経路の余剰な代謝流束を物質
生産に転用するために非常に有用な合成生
物工学的ツールと考えられた。 
 

 
 
③センサータンパク質の改良 
 シアノバクテリア由来の 2成分制御系を大
腸菌内に再構成し、光波長に応答して遺伝子
発現制御（緑色で ON、赤色で OFF）を行う
大腸菌を構築した。さらに、シアノバクテリ
アの光波長センサータンパク質 CcaS と大腸
菌の嫌気センサータンパク質 ArcB とのキメ
ラ（ArcaS）を作成し、大腸菌の嫌気応答レ
ギュロンの発現を光で制御できることを示
した。 
 
④クオラムセンシングの再構成と改良 
 菌体密度を感知して、自律的な制御を行う
大腸菌を構築するため、QS 機構の再構成と
改良を行った。そのため、pluxプロモーター
の両端に lacO 配列を導入した pluxlacO プロ
モーターを構築し、レポーター遺伝子として
yemGFP を用い、改良 Luxシステムとした。
培養開始時に添加する IPTG 濃度を変更し、

実験を行ったところ、IPTG 濃度依存的に、
閾値菌体密度が変化することがわかった。ま
た、低い IPTG 濃度では、物質生産で応用で
きるような高い菌体密度で遺伝子発現を誘
導できることが明らかとなった。（下図） 

 
 
⑤自律制御物質生産微生物の構築 
改良Luxシステムを遺伝子トグルスイッチ
の pLlacO1制御系と置換することで，任意の
菌体密度で自律的に代謝流束制御を行うイ
ソプロパノール生産大腸菌の構築に成功し
た。この自律制御物質生産微生物は、培養開
始時に添加する IPTG 濃度に依存して、イソ
プロパノール生産量が大きく変化した。最適
な IPTG濃度（本研究では 0.05mM）では、十
分な菌体密度に到達したことを自ら感知し、
細胞内代謝を増殖に適した状態から生産に
適した状態に代謝流束を自律的に制御した。
その結果、IPTG の添加タイミングをマニュ
アルで最適化した代謝トグルスイッチ株と
ほぼ同等の生産量を達成した。（下図） 

 

 
 
⑥同じ領域内の計画研究、公募研究との共同
研究 
安定動作する振動回路をコンピュータに
自動設計させる研究に関しては、現在までの
ところ、振動する菌体の作成には成功してい
ないが、研究期間終了後も、各研究項目の改
良を続ける。 
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